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Verfahren und Vorrichtung zum Nachweis sehr geringer Partikelmengen 

5 Die vorliegende Erflndung stellt ein Verfehren und eine Vorrichtung zum Nachweis sehr geringer 
Partikelmengen durch Erfassung von Antigen-Antikorper-Reaktionsprodukten bereit, wobei das 
Verfahren eine sehr hohe Erfessungsempfindlichkeit bis in den femto- oder attomolaren Bereich 
hinein aufweist. 

10 Verschiedene Verfehren zum Nachweisen geringer Partikelmengen sind im Stand der Technik 
bekannt, beispielsweise nephelometrische und turbimetrische Verfahren, ebenso wie als dynamic- 
light-scattering (DLS) bezeichnete Verfehren. 

Bei nephelometrischen und tuibimetrischen Verfehren nutzt man den Tyndall-Effekt, bei dem die 
15 Beleuchtung eines Meinen Teilchens ein weitwinkliges Streulicht auslost Die Streuung des 
Lichtes kann entweder durch Messung der Intensitatsabnahme des einfeUenden Lichtstrahles nach 
dem Durchgang durch das streuende Medium oder durch Bestimmung der Intensitat des seitlich 
abgelenkten Lichtes ermittelt werden. Im ersten Fall spricht man von der Methode der 
Turbidimetrie oder Extinktionsmessung und im zweiten Fall von der eigentlichen Nephelometric 
20 oder Tyndallometrie. 

Einen anderen Vorgehensansatz bieten Verfehren, die als dynamic-light-scattering (DLS) 
Verfahren bezeichnet werden. Bei diesen Verfehren betrachtet man nur einen (oder wenige) 
Punkte auf der das Teilchen umspannenden Lichtkugel und wertet zusatzlich die durch die 
25 Brown'sche Molekularbewegung hervorgerufene Helligkeitsmodulation aus. Durch Fokussierung 
auf ein winziges Beobachtungsvolumen versucht man, die storenden Streulichtuberlagerungen 
mehrerer Teilchen zu reduziererL Infolgedessen durchlauft ein Teilchen ein winziges beleuchtetes 
Volumen sehr schnell, so dass die auswertende Opto-Elektronik erhebliche 
Fluktuationsfrequenzen erkennen muss. Bei der aufwendigen Signalverarbeitung stehen viele 
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Informationen zur Verfugung, so dass diese Systeme nur bedingt zur quantitativen Analyse 
einsetzbar sind. 

Die Nachweisverfahren des Stands der Technik, weisen dariiber hinaus noch weitere Nachteile 
auf. Zunachst sei erwahnt, dass obwohl die Nachweisempfindlichkeit der vorstehend 
beschriebenen Verfahren in den letzten Jahren stark gestiegen ist, auf verschiedensten Gebieten 
weiterhin ein starker Bedarf nach Nachweisverfahren mit hoherer Empfindlichkeit besteht. 
Dariiber hinaus erfordern die Nachweisverfahren des Stands der Technik immer noch 
vergleichsweise hohe Probenmengen, was insbesondere bei medizinisch-technischen Verfehren 
mit Belastungen fur die untersuchte Person verbunden sein kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung eines Verfahrens zum Nachweis 
geringer Partikelmengen, das eine hohere Empfindlichkeit als die Verfahren des Stands der 
Technik aufweist Dariiber hinaus sollte ein derartiges Verfahren eine geringere Verdiinnung der 
Probe und/oder eine geringere Probenmindestmenge erfordern, fur eine Durchfuhrung von 
Probenuntersuchungen im groBeren MaBstab geeignet sein, und nach einer einfachen Schulung 
auch von Mitarbeitern ohne besondere Vorkenntnisse durchfuhrbar sein. Des weiteren ist die 
Bereitstellung einer Vorrichtung zum Nachweisen von geringen Partikelmengen eine 
erfindungsgemaBe Aufgabe. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Bereitstellung eines Verfahrens zum Nachweisen von geringen 
Partikelmengen durch Erfassung von Antigen-Antikorper-Prazipitaten, welches umfasst: 
Bereitstellen eines Probenfluids, das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximalen 
PartikelgroBe enthalt, wobei die Partikel mindestens zwei Antikorper-Bindestellen aufweisen; 
Bereitstellen eines Antikoiper enthaltenden Fluids, das im wesentlichen Partikel einer bestimmten 
maximalen PartikelgroBe enthalt; Kontaktieren des Probenfluids mit dem Antikorper enthaltenden 
Fluid, wobei ein Reaktionsfhrid erhalten wird, wobei der Antikorper in Gegenwart eines Partikels 
mit mindestens zwei Antikorper-Bindestellen ein Antigen-Antikorper-Prazipitat bilden kann; 
Fuhien eines Lichtstrahls durch das Reaktionsfhrid; Erfassen eines Signals mittels einer 
Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grenze des Lichtkegels, der beim Durchgang des vom 
Laser erzeugten Lichts durch die das Reaktionsfluid enthaltende Messkammer entsteht, durch 
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einen Photoempfanger, wobei die Signalstaike von der GroBe und Zahl der gebildeten Antigen- 
Antikorper-Prazipitate abhangig ist 

Weiterhin stellt die vorliegende Erfindung eine Vomchtung zur Erfassung von geringen 
Partikelmengen bereit, welche umfasst: eine Lichtquelle, eine Messkammer, und einen 
Photoempfanger, der zur Durchfuhrung einer Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grenze des 
Lichtkegels ausgelegt ist, der beim Durchgang des vom Laser erzeugten Licht durch die Partikel 
in einem Fluid enthaltende Messkammer entsteht Das vorwarts gestreute Licht bildet einen 
Kegel, auf dessen Hell-Dunkel-Grenze der Photoempfanger eingestellt wird. Laser und 
Photoempfanger sind im wesentlichen in einer Achse angeordnet, jedoch derart versetzt, dass der 
Laserstrahl ganz knapp am Photoempfanger vorbei geht 

Kurze Beschreibung der Fisuren 

Fig. la-d verdeutlichen schematisch die Vorgange bei der Bildung eines Antigen-Antikoiper- 
Prazipitats unter Verwendung eines bivalenten Antikorpers. 

Fig. 2a veranschaulicht ein Ergebnis einer Erfassung unter Verwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, wobei ein Partikel umfessendes Probenfluid nach Filtration mit einem Filter mit einer 
PoiengroBe von 200 nm (vor der Antikorper-Zugabe) untersucht wurde. Die Signale entsprechen 
Partikeln, deren Durchmesser Heiner als die verwendete FiltergroJJe ist Die x-Achse zeigt die 
TeilchengroBe und die y-Achse die Teilchenanzahl an. 

Fig. 2b veranschaulicht ein Ergebnis einer Erfassung, wobei das Reaktionsgemisch untersucht 
wurde, das nach einem gleichzeitigem separatem Injizieren von mit einem Filter mit einer 
PorengroBe von 200 nm gefilterten Losungen des Probenfluids und des Antikorper-Fluids 
eihalten wird. In diesem Reaktionsgemisch erfolgt eine Reaktion und Mikroprazipitationen 
werden gebildet, die einen Durchmesser aufweisen, der groBer als die verwendete Filteiporen- 
grofie ist Die x-Achse zeigt die TeilchengroBe und die y-Achse die Teilchenanzahl an. 

Fig. 3 zeigt eine Schemazeichnung einer Anlage zur Duichfuhrung des erfindungsgemaBen 
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Verfahrens. 

Wahrend der zahlreichen Versuche, die zu der vorliegenden Erfindung fuhrten, gelang die 
Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem die Empfindlichkeit urn einen Faktor 1000 uber der 

5 Empfindlichkeit ver^eichbarer Verfahren des Stands der Technik liegt Diese starke Steigerung 
der Empfindlichkeit beruht auf einem veranderten physikalischen Erfessungsverfahren, bei dem 
eine Signalerfassung mittels einer Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Gxenze des 
Lichtkegels, der beim Durchgang des vom Laser erzeugten Lichts durch die das Reaktionsfluid 
enthaltende Messkammer entsteht, durch einen Photoempfanger erfolgt, im Zusammenspiel mit 

1 0 einer daran angepassten analytischen Probenvorbereitung. 

Dariiber hinaus ermoglicht die vorliegende Erfindung eine Verringerung des Volumens der 
Messkammer urn ungefahr einen Faktor 30 bis 50. Wahrend bei Verfahren des Stands der Technik 
Messkammer- Volumen im Bereich von beispielsweise 1,6 ml bendtigt werden, konnen bei dem 

1 5 erfindungsgemaBen Verfahren Messkammem mit einem Volumen im Mikroliterbereich 
(beispielsweise 40 ^1) verwendet werden. Dies steilt einen erheblichen Vorteil bereit, da jede 
Probe zum Erhalt einer einheitlichen Matrix, welche beispielsweise gleiche Tiansparenz, 
Viskositat, etc. aufweist, verdunnt werden muss, so dass bei einem erfindungsgemaBen Verfahren 
im Vergleich zu Verfahren des Stands der Technik eine Probe weniger stark verdunnt werden 

20 muss. 

Weiterhin gelingt es mit dem erfindungsgemaBen Verfehren die benotigte Mindestmenge an Probe 
zu verringern. Wahrend Verfehren des Stands der Technik mehr als 100 |il benotigen, reichen bei 
den erfindungsgemaBen Verfahren urn ein Vielfaches geringere Probenmengen (beispielsweise 
25 3,5 (il) aus. 

Der Begriff "Partikel" bezeichnet in der vorliegenden Anmeldung jedes dreidimensionale Gebilde, 
das einen anderen Brechungsindex als das Tragermedium hat 

30 Der Begriff 'Trazipitation" beschreibt in der vorliegenden Anmeldung den Vorgang, dass bei einer 
Reaktion von loslichen Antigenen nrit spezifischen Antikoipern, eine Bildung eines Antigen- 
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Antikorper-Komplexes erfblgt, der eine geringere Loslichkeit in dem verwendeten Losungsmittel 
als das verwendete Antigen beziehungsweise der verwendete Antikorper aufweist, was zunachst 
zu einer Triibung des Reaktionsgemisches und anschlieBend zu einer Sedimentation dieses 
Antigen-Antikorper-Komplexes fuhrt 

5 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht einen Nachweis von geringen Partikelmengen. 
Beispielsweise bei niedermolekularen StofFen, das heiBt bei Stoffen mit einem Molekulargewicht 
von weniger als 500 g/mol, konnte bei Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens eine 
Nachweisgrenze im Bereich von femto- und atto-Gramm pro Liter erreicht werden, wahrend die 

10 Nachweisgrenze bislang ublicherweise im Mikro-, Nano-, oder Picogramm-Bereich pro Liter 
gelegen ist Bei StofFen mit einem Molekulargewicht im Bereich von uber 500 gfaiol liegt die 
Nachweisgrenze hoher, beispielsweise bei StofFen mit einem Molekulargewicht von 
150000 g/mol (zJB. IgG-Antikorper) liegt die Nachweisgrenze beietwa 300 femtog/1. Dies 
bedeutet, dass das Probenfluid Partikel in der GroBenordnung von femto- oder atto-Gramm pro 

1 5 Liter enthalten kann. 

la einem ersten Teilschritt des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt die Bereitstellung eines 
Probenfluids, das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt 
Dies kann beispielsweise auf zwei Wegen erreicht werden. GemaB einer ersten Variante wird 

20 hierfiir zunachst ein Fltrid bereiigestellt, das im wesentlichen lediglich Partikel mit einer 
bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt und anschlieBend wird eine Probe, die im 
wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt, zu dem Fluid 
zugefuhrt. GemaB einer zweiten Variante kann das Probenfluid gewonnen werden, in dem 
zunachst ein Fluid bereitgestellt wird, eine Probe zu dem Fluid zugefuhrt wird und anschlieBend 

25 Partikel, die eine bestimmte PartikelgroBe uberschreiten abgetrennt werden. 

Die maximale PartikelgroBe der Partikel in dem Probenfluid beziehungsweise in den anderen 
Fluida, die im wesentlichen lediglich Partikel einer bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalten, 
kann je nach gewunschter Anwendung gewahlt werden. Bei einer Verwendung vieler gelaufiger 
30 Antikorper kann die Abtrennung von Partikeln erfolgen, die groBer als 20 - 450 nm, bevorzugter 
groBer als 100 - 300 nm, insbesondere groBer als 200 nm sind. Eine derartige Abtrennung kann 
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beispielsweise durch Filter mit einer geeigneten, entsprechenden PorengroBe von 20 - 450 nm, 
bevorzugter 100 - 300 nm, insbesondere 200 nm oder durch andere einem Fachmann bekannte 
Verfahren erfolgen. Wenn die Agglutination naherungsweise als Flache betrachtet wird, so geht 
die Halbierung der FiltergroBe in Bezug auf die Molekiilanzahl, die nachweisbare 
5 Reaktionsprodukte liefert, quadratisch ein. Falls beispielsweise ein 100 nm Filter anstelle eines 
200 nm Filters verwendet wird, so sind etwa nur ein Viertel der bei Verwendung eines 200 nm 
Filters benotigten Antigen-Antikoiper-Molekule notwendig, die miteinander reagieren mussen, 
um ein detektierbares Brgebnis zu erhalten. Daruber hinaus besteht beispielsweise bei 
Verwendung von 25 nm Filtern die Moglichkeit Antigen-Antikorper-Antigen Trimere 
10 nachzuweisen. Bei einer Verwendung von Filtern mit derart geringer PorengroBe muss jedoch auf 
sorgfaltiges Arbeiten geachtet werden, da bereits wenige Molekiile zu einer erfassbaren Reaktion 
fuhren. 

Damit eine Vernetzungsreafetion ablaufen kann, mussen die in dem Probenfluid enthaltenen 
1 5 Partikel iiber mindestens zwei Antikorper-Bindungsstellen verfugen und konnen somit als Antigen 
fungieren. Fig. la bis d veranschaulicht schematise!*, dass korperfiremde Stoffe oder Partikel, wie 
beispielsweise Bakterien, Viren, Toxine, Proteine, als Antigene ftingieren und mit einem 
Antikorper nach dem "Schliissel-SchloB-Prinzip" reagieren (Fig. lb). Ein bivalenter Antikorper, 
wie beispielsweise ein IgG- Antikorper, bindet dabei zwei Antigene (Fig. lc). Da jedes Antigen 
20 mehrere Antikorper binden kann, erfolgt hierbei eine Vernetzung (Prazipitation), die bei dem 
erfindungsgemaBen Verfehren erfasst wird (Fig. Id). Fur Antikorper mit hoherer Valenz erfolgt 
eine Prazipitation in analoger Weise. Falls das verwendete Antigen eine hohere Anzabl an 
Antikorper-Bindungsstellen zur Verfugung stellt, so bietet dies den Vorteil, dass auf diese Weise 
der Ablauf einer Vernetzungsreaktion besser sicher gestellt werden kann. 

25 

Das erfindimgsgemaBe Verfahren eignet sich fur beliebige Antigene, soweit sie uber mindestens 
zwei Antikorper-Bindestellen auftveisen. Vorzugsweise sollten die untersuchten Partikel groBer 
als etwa 10 Nanometer sein und sollten gleichzeitig ldeiner als die gewahlte Partikel- 
MaximalgroBe sein. Molekiile, die kleiner als 10 nm sind konnen als Haptene wirken. Haptene 
30 sind inkomplette Antigene, (Lh. ihre molekulare GroBe reicht nicht aus, um eine Immunantwort 
auszulosen beziehungsweise eine Agglutination herbeizufiihren. Diese niedermolekularen. Stoffe 
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sind zwar hochspezifisch in der Paiatop-Bindungsstelle des Antikorpers, ragen aber nicht weit 
genug aus dieser Bindungsstelle heraus, dass ein zweiter Antikdiper sich an ihnen binden konnte. 
Sie blockieren den jeweiligen Antikorper, ohne dass es zu einer Vernetzungsreaktion kommen 
kann. Gtoflere Antigene, wie beispielsweise Bakterien, mussen vor der Messung chemisch oder 

5 physikalisch zertriiinmert werden, was mit verschiedenen dem Fachmann bekannten Verfahren, 
beispielsweise durch eine Behandlung mit Ultraschall, Sauren, Laugen, Tensiden erfolgen kann. 
Dies stellt den Vorteil bereit, dass auf diese Weise aus nur einem einzigen Bakterium Dulzende 
von Bruchstiicken gewonnen werden konnen, und es nicht mehr notwendig ist, einzelne Bakterien 
miteinander agglutinieren zu lassen. Die derart erhaltenen Bruchstucke, beispielsweise 

10 Oberflachenproteine, stellen wiederum kleinere Antigene dar und konnen mit dem passenden 
Antikorper eine spezifisch messbare Reaktion hervorrufen. 

Daruber hinaus sollte das Antigen im verwendeten Puffer im wesentlichen loslich sein und sollte 
nur eine geringe Adsorptionsneigung an die Wande der verwendeten Vorrichtungen und Filter 
15 haben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren umfosst weiter die Bereitstellung eines Antikorper enthaltenden 
Fluids. 

20 Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen prinzipiell alle gewunschten Antikorper zum 
Einsatz kommen. Antikorper, die sich fiir die Durchfiihrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens 
als b^onders vorteilhaft erwiesen haben, sind beispielsweise das bivalent© Immunglobulin G 
(IgG), oder das decavalente Immunglobulin M (IgM). GemaB einem dem Fachmann bekannten 
Verfahren, konnen dabei Antikorper mit bestimmter Spezifitat gewonnen werden. Daruber hinaus 

25 konnen auch je nach Typ des nachzuweisenden Partikels auch andere Antikorper zum Einsatz 
kommen, die zu einer anderen Klasse von Antikorpern zahlen. Hierbei konnen die Antikorper 
monoklonal oder polyklonal sein. Bei Verwendung von monoklonalen Antikorpern konnen zwei 
auf verschiedene Antigene gerichtete, monoklonale Antikorper eingesetzt werden, urn eine 
Prazipitation herbeizufuhren. Wie vorstehend in Bezug auf das Antigen erwahnt, sollte auch der 

30 Antikoiper im verwendeten Puffer im wesentlichen loslich sein und eine geringe 
Adsorptionsneigung an die Wande der verwendeten Vorrichtungen und Filter haben. 
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Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann ein unerwunschter, zu starker Antigen- oder 
Antikorperiiberschuss auf verschiedene Weisen, beispielsweise durch Durchfuhrung geeigneter 
Verdiinnungsreihen vermieden werden. Ein derartiger, zu starker Antigen- oder Antikorper- 
5 iiberschuss konnte sonst zu einer Prazipitationshemmung (zu einem sog. "Prozoneneifekt") 
fuhren, da bei einem starken Antikorperiiberschuss jedes Epitop (Antigenbindungsstelle) nur einen 
einzigen Antikorper monovalent bindet und eine Kreuzvernetzung nicht mehr moglich ist, oder da 
bei einem zu starken Antigemiberschuss haufig das Trimere aus einem Antikorpermolekul und 
zwei Antigenmolekulen gebildet wird. 

10 

Als Fluid, sowohl fiir die Herstellung des Probenfluids, als auch fur die Herstellung des 
Antikorper enthaltenden Fluids kann grundsatdich jedes Gas oder jede Fliissigkeit verwendet 
werden. Bevorzugt ist das Fluid eine Fliissigkeit. Vielfech handelt es sich bei der Fliissigkeit urn 
Wasser oder im Stand der Technik bekannte Pufferlosungen, wie beispielsweise PBS (phosphate 
15 buffered saline, phospatgepufferter Salzlosung), insbesondere wenn dem Analyseverfahren eine 
biochemische Reaktion zugrunde liegt GrundsatzUch kann es sich bei der Fliissigkeit aber auch 
um eine andere transparente Fliissigkeit handeln, beispielsweise urn fliissige KohlenwasserstofFe, 
Sauren oder Laugen. 

20 Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wird in einem nachsten Schritt das Probenfluid mit dem 
Antikorper enthaltenden Fluid in Kontakt gebracht, wobei der Antikorper in Gegenwart eines 
Antigens ein Antigen-Antikorper-Prazipitat bilden kann, das nun beispielsweise mit der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung nachgewiesen werden kann. 

25 Dariiber hinaus ist es jedoch vielfech von Interesse, das Vorliegen von Haptenen in einer Probe zu 
eimitteln. Haptene sind nicht-komplette Antigene, d. h. sie sind zu klein, als dass mehr als ein 
Antikorper gebunden werden kann. Haptene konnen insbesondere Pharmaka, Drogen, Pestizide, 
Umweltgifte, Steroidhormone oder Mykotoxine sein. Haptene binden spezifisch an Antikorper. 
Sie blockieren jedoch lediglich die Paratop-Bindungsstelle des Antikorpers, ohne dass eine 

30 Kettenreaktion stattfinden kann. Die Mindestgrosse fur Immunogene (komplette Antigene) Uegt 
bei 5 bis 10 kDa, d- h. > 30 Aminosaurereste, d. h. > 3 nm Lange, denn ab dieser Grosse konnen 
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mindestens zwei Antikorpermolekule sich an diese Antigene mit entsprechend vorhandenen 
I^itop-Bindungsstellen koppeln und eine Kettenreaktion ausldsen, die vielfach zu einer 
Prazipitationfuhrt 

5 Eine Bestimmung von Haptenen kann beispielsweise mit hydrophilen makromolekularen 
Multispacern (hmM) oder mit verwandten, dem Fachmann bekannten Verbindungen erfolgen. 
Hydrophile makromolekulare Multispacer sind im Stand der Technik bekannt und umfassen ein 
hydrophiles Makromolekiil, wie beispielsweise Albumin. An dieses hydrophile Makromolekiil 
werden mit im Stand der Technik bekannten Spacern die gleichen Hapten-Molekiile oder 

10 verschiedene H^rten-Molekule chemisch angekoppelt Falls ein hydrophiler makromolekularer 
Multispacer mindestens zwei gleiche Hapten-Molekiile aufweist, so kann er fur eine Prazipitation 
verwendet werden. Ein solches Molekul kann fur einen AntikSrper-Suchtest verwendet werden, 
der auf einer Verdrangungsreaktion basiert. Bei Haptenen liegt somit ein auf einer 
Verdrangungsreaktion basierendes Messprinzip vor, wie nachstehend beispielhaft beschrieben, 

15 wobei nur bei negativ-Proben Reaktionspeaks gesehen werden, (Lh. nur bei negativ-Proben ein 
Nachweis von Reaktionsprodukten erfolgt 

Wenn eine Blut- oder Speichelprobe auf ein Hapten, beispielsweise Kokain untersuchen werden 
soil, so gibt man zu dem verdiinnten Blut- oder Speicheltropfchen einen Antikorper, der gegen 
20 Kokain gerichtet ist Nach etwa einer Minute wird eine kleine Menge eines synthetisch 
hergestellten Kokain-hmM, dh. ein hydrophiles, fiber Spacer mit Kokainmolekulen vericniipftes 
Makromolekiil, hinzugegeben. 

Wenn Kokain in der Probe vorliegt, wirkt di^es als Hapten und blockiert die Antikorper- 
25 bindungsstellen. Die nachfolgende Zugabe des Kokain-hmM's zeigt keine Wirkung. Wenn jedoch 
kein Kokain in der Probe war, so wurden keine Antikorpeibindungsstellen blockiert und die 
Zugabe von Kokain-hmM fuhrt zu einer Kettenbildung, die als Teilchenwachstum mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren, beispielsweise mit der nachstehend beschriebenen Q-MAP- 
Vorrichtung, gemessen werden kann. 

30 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wird ein Lichtstrahl, insbesondere koharentes Licht, wie 
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beispielsweise ein Laserstrahl durch die zu untersuchende Flussigkeit gestrahlt Nachstehend wird 
das erfindungsgemaBe Verfahren unter Bezugnahme auf einen Laserlichtstrahl beschrieben, dies 
schlieBt jedoch nicht aus, dass auch andere dem Fachmann bekannte, geeignete Lichtquellen bei 
dem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden konnen. Beispielsweise kann ein Laserstrahl 
5 von der nachstehend detailliert beschriebenen, erfindungsgemaBen Vorrichtung, die auch als Q- 
MAP (quantitative measurement of attomolar precipitation-products) - Vorrichtung bezeichnet 
wird, bereitgestellt werden. Altemativ konnen jedoch auch andere Vorrichtungen auf Basis der 
Offenbarung der hier vorliegenden Erfindung verwendet werden, die von einem Fachmann 
ausgehend von der Lehre der vorliegenden Erfindung entwickelt werden konnen. 

10 

Der Laser sendet einen Strahl durch die zu untersuchende Flussigkeit und ermittelt die Anzahl der 
darin vorhandenen Teilchen und deren GroBe. Hierbei erfolgt eine Extinktionsmessung an der 
Hell-Dunkel-Grenze des Lichtkegels, der beim Durchgang des vom Laser erzeugten Lichts durch 
die das Reaktionsfluid enthaltende Messkammer entsteht, durch einen Photoempfanger (wobei der 

15 Photoempfanger eine einstellbare Verstarkung des Signals, sowie einen einstellbaren Arbeitspunkt 
aufweisen kann), so dass die Vonichtung als eine "molekulare Lichtschranke" wirkt Eine Q- 
MAP-Vorrichtung wie nachstehend beschrieben kann beispielsweise TeilchengroBen zwischen 20 
nm und 5 \im bestimmen, wobei jedoch aus dieser Messung keinerlei Aussagen iiber die 
Beschaffenheit beziehungsweise die Zusammensetzung der gemessenen Teilchen gemacht werden 

20 konnen. Laser und Photoempfanger sind nahezu in einer Achse angeordnet. Der Laserstrahl geht 
ganz knapp am Photoempfanger vorbei. Das vorwarts gestreute Licht bildet einen Kegel, auf 
dessen Hell-Dunkel-Grenze der Photoempfanger eingestellt wird. 

Jedes Teilchen, das sich in einem Fluid in der Messkammer befindet und den Laserstrahl passiert, 
25 erzeugt ein Signal, wobei die Anzahl der Signale der statistischen Verteilimg der Partikel in der 
Messkammer entspricht Wenn Teilchen, auch kleinste Teilchen, im Focus des Lasers durch den 
Lichtkegel wandem, dunkeln sie ihn ab, quasi als Schattenwurf. Die Anderung der 
Ursprungshelligkeit (ohne Teilchenschatten) wird gemessen. Ein schneller Rechner, beispielsweise 
ein Pentium-Rechner, kann bis zu 10.000 Teilchendurchgange pro Sekunde unterscheiden. Kleine 
30 Teilchen bewegen sich schneller als GroBe, die Transitionszeit ist ein direktes MaB fur die 
TeilchengroBe. 
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Falls mehrere Teilchen gleichzeitig im Laserstrahl sind, wird nur das GroBte gemessen. Anhand 
der unterschiedlichen Geschwindigkeiten mit denen die Partdkel den Laserstrahl passieren, kann 
man die jeweilige TeilchengroBe uber die dem Fachmann wohlbekannte Stokes-Einstein- 
Gleichung ermitteln. Bei dieser Messung ist weniger die absolute TeilchengroBe, als die Anderung 
der Teilchengrofle (die durch das Wachstum von Teilchen hervorgerufen wird) von Wichtigkeit 
Der jeweilige Filter dient als MaB zur Bestimmung des Beginn von Teilchenwachstum. Je groBer 
die Filterporen sind, desto groBer miissen die Prazipitate werden, urn sich vom "Grundrauschen" 
zu unterscheiden. Bei 100-200 nm Filtem reichen sehr wenige wachsende Teilchen, um ein 
messbares Signal zu erzeugen. Da die Teilchen statistisch verteilt sind, findet auch immer im 
Laserfokus, der in der Mitte der Messkammer ist, ein Teilchenwachstum statt 

Die Geschwindigkeit mit der die Teilchen den Laserstrahl passieren wird erfasst, in dem die 
Transitionszeit gemessen wird, in der das Teilchen den Strahl durchlauft (vom Beginn der 
Helligkeitsanderung bis zum Ende derselben). 

Hierbei zeigt sich, dass je sauberer die Losung ist, desto wahrscheinlicher Teilchen einzeln im 
Laserstrahl vorliegen beziehungsweise, dass je verschmutzter die Losung ist, sich desto mehr die 
Signale uberlagern, was zu einer verminderten Empfindlichkeit fuhrt 

Die Signalstarke ist abhangig von der GroBe und Anzahl der Antigen-Antikorper-Prazipitate. 

Bei konstanter Antikorperkonzentration steht die Abnahme des MeBsignals im direkten 
Zusammenhang mit der Antigenkonzentration. 

Bei einer erfindungsgemaBen Erfessung kann dabei beispielsweise wie folgt vorgegangen werden: 
Alle zu untersuchenden Fluids werden durch Filter mit bestimmter PorengroBe in die 
Messkammer injiziert, so dass bei einer Erfassung d^ Probenfluids oder des Antikorper-Fluids, 
jeweils allein, nur Signale bei einer Auswertung auftreten, die Partikel zeigen, die Meiner als eine 
b^timmte TeilchengroBe sind. Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren weisen sowohl die 
verwendeten Antikorper, als auch die verwendeten Antigene, eine GroBe unterhalb der 
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bestimmten PartikelgrdBen-Grenze airf und sind somit kleiner als die PorengroBe des zur 
Abtrennung verwendeten Filters (beispielsweise kleiner als 200 nm), so dass sie bei der 
Abtrennung nicht entfernt werden. 

5 Ein Beispiel fiir ein Bild, das bei einer derartigen Erfessung eines Probenfluids auf Basis einer 
NaCl-Losung erhalten wird, zeigt Fig. 2a. Bei diesen Bildern ist entlang der x-Achse die 
TeilchengroBe und entlang der y-Achse die Teilchenanzahl veranschaulicht Wie in Fig. 2a 
ersichtlich, sind nur Partikel bis zu einer bestimmten MaximalpartikelgroBe vorhanden, wobei die 
Teilchenanzahl abnimmt, je groBer die PartikelgroBe ist. Ein analoges Erfassungsergebnis wird fur 

10 das filtrierte und somit im wesentlichen nur Partikel einer bestimmten PartikelgroBe enthaltende 
Antikorper-Fluid erhalten werden (nicht gezeigt). 

Nach einem gleichzeitigen, separaten Injizieren des Probenfluids beziehungsweise des Antikorper- 
Fluids erfolgt eine Reaktion in der Messkammer unter Bildung von Mikroprazipitationen und eine 
1 5 Erfessung der GroBe und Zahl der gebildeten Antigen- Antikorper-Prazipitate. 

Ein derartiges Messergebnis ist beispielsweise in Fig. 2b veranschaulicht, worin das Auftreten von 
Teilchen erkennbar ist, die groBer als die bestimmte PartikelgroBengrenze von beispielsweise 200 
nm sind Die Bildung von groBeren Teilchen zeigt also an, dass eine Reaktion stattgefunden hat. 
20 Falls dagegen keine Reaktion zu groBeren Teilchen stattfindet, ist die untersuchte Fliissigkeit ftei 
von dem jeweiligen Antigen. 

Die Messungen konnen zu jedem Zeitpunkt nach dem Befullen der Reaktionskammer mit 
Probenfluid und Antikorper-Fluid begonnen werden. GemaB einer Ausiuhrungsform der 

25 vorliegende Erfindung werden die Messungen erst beispielsweise 60 Sekunden nach dem Befullen 
der Messkammer gestartet, da leichte Schwankungen bei der Injektionsgeschwindi^ceit zu 
Konvektionsunterschieden in der Messkammer fuhren konnen. Nach beispielsweise weheren 60 
Sekunden ist das Prazipitationsmaximum erreicht Die danach eintretende Abnahme des 
Messsignals ermoglicht eine genaherte quantitative Erfessung oder Abschatzung der 

30 unterschiedlichen Antigen-Konzentrationen. Hieibei spielt die Ausgangskonzentration beider 
Reaktionsteilnehmer eine entscheidende Rolle. Je hoher diese Ausgangskonzentrationen sind, 
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desto langer wird die Zeit bis zur messbaren Abnahme des Prazipitationsmaximums. 

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es vorteilhaft, wenn die verwendeten 
Fluids eine moglichst hohe Reinheit aufweisen und beispielsweise mit einem Filter geeigneter 

5 PorengroBe, beispielsweise von 200 nm, vor ihrer Verwendung filtriert wimden, urn ein 
Grundrauschen bei der Erfassung zu eliminieren beziehungsweise zu minirnieren. Dariiber hinaus 
sollten die Materialien der wabrend des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendeten 
Vorrichtungen moglichst wenig Partikel abgeben. Beispielsweise kann die Messkammer aus PTFE 
(Polytetrafluorethylen) ausgebildet sein. Um zu verhindern, dass die verwendeten Materialien 

10 (beispielsweise der Messkammer) auf Dauer Teilchen abgeben, kann weiterhin die Messzeit so 
kurz wie moglich gehalten werden. 

Dariiber hinaus sollte die Konzentrationen der verwendeten Antigen- oder Antikorper-Losungen 
so gering sein, dass bei einer stattfindenden Antigen- Antikorper-Reaktion nicht zu viele oder zu 
15 groBe Prazipitate entstehen, da sich sonst mehrere Teilchen auf einmal im Strahlengang befinden 
konnen und eine Transitionszeit nur sehr schwer ermittelbar ist Die hochste Empfindlichkeit des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ist im femto- und attomolaren Bereich. 

Von besonderem Vorteil ist, dass das erfindungsgemaBe Verfahren auch quantitative 
20 beziehungsweise halb-quantitative Aussagen ermoglicht 

Zwei Verfahren konnen beispielsweise zur Auswertung einer quantitativen Erfassung verwendet 
werden Bei dem ersten Auswertungsverfehren wird die Flache (F) unter der Messkurve zum 
Zeitpunkt tl und t2 (beispielsweise zum Zeitpunkt tl=120 Sekunden und t2=180 Sekunden) 
25 ermittelt, wobei man fiber 

F N = (Fti+Ft2):2, 

einen guten Naherungswert F N fur eine Flache erhalt, aus der dann ein quantitativer Wert Sir die 
30 Partikelanzahl erhalten werden kann. Bei diesen extrem niedrigen Konzentrationen ist das 
Teilchenwachstum linear, d±L beispielsweise eine Verdopplimg der Konzentration fiihrt zu einer 
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doppelt so groBen Flache eines Messsignals. 

Bine alternative und/oder erganzende Methode zum Erhalten einer quantitativen Aussage, beruht 
darauf, dass die Losungen so lange verdunnt werden, bis man an die kinetische Grenze der 

5 bimolekularen Reaktion stofit. Bei Konzentrationen unter 100 attoraolar werden die freien 
Weglangen der Reaktionsteilnehmer zu groB (>100 \mx) und es kommt in der vorgegebenen 
Messzeit zu keiner messbaren Prazipitation. Bei Konzentrationen fiber 10 nanomolar beginnt die 
sterische Behinderung durch zu zahlreiche und zu groBe Reaktionsprodukte und aufierdem setzt 
der vorstehend erlauterte "Prozoneneffekt" ein. Bei einer z.B. 10 mikromolaren Losung betragt 

10 die fieie Weglange eines Teilchens nur noch 1 00 nm. 

Der ennittelte Verdunnungsgrad an diesem physikalischen Endpunkt ist nur noch abhangig von 
Temperatur und Konvektion, da die Viskositat bei den hohen Verdunnungen z.B. in PBS 
(phosphate buffered saline, phospatgepufferter Salzlosung) keine Rolle spielt Wenn diese beiden 
15 Parameter konstant gehalten werden, ist die Starke der Verdiinnung der Ausgangslosungen ein 
direktes MaB fur die Konzentration der jeweiligen Losungen. 

Bine exakte quantitative Konzenlrationsbeslimmung von Proben ist mit dem erfindungsgemaBen 
Verfehren mittels einer Eichlosung mit bekannter Konzentration des jeweiligen Proteins moglich, 
20 wobei einem Fachmann bekannte Vorgehensweisen angewendet werden. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens konnen kontinuierliche und/oder mehrfach 
stichprobenartige Messungen des Fluids in der Messkammer vorgenommen werden. Hierdurch ist 
es insbesondere moglich, den Endpunkt der Reaktion festzustellen und Mittelwerte der 
25 Erfassungen zu bilden- Bevorzugt wird bereits das von Teilchen mit einer PartikelgroBe iiber dem 
bestimmten Wert im wesentlichen freie Tragerfluid vor Zugabe des Antikoipers und/oder vor 
Zugabe der Probe einer Messung unterzogen und das Ergebnis dieser Messung als Bezugswert 
far die Messung des Prazipitats herangezogen. 



30 



Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kommt man mit verhaltnismaBig geringen Mengen Fluid 
aus und der Aufwand fiir die Entfernung von Stoffen, deren PartikelgroBe einen bestimmten Wert 
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uberschreitet, aus dem verwendeten Fluid kann gemindert werden. Fur die Entfernung solcher 
Stoffe kann das verwendete Fluid beispielsweise auch durch Umschalten von Ventileinrichtungen 
dutch einen Bypass mit einem Filter gefiihrt werden, der die besagten Stoffe ausfiltert Das Filtem 
des verwendeten Fluids kann vor dem Einspeisen der Probe fiber eine bestimmte, vorgegebene 
Zeit durchgefuhrt werden, urn sicherzustellen, dass keine die Messung storenden Stoffe mehr 
enthalten sind Aus der Probe konnen Stoffe, deren PartikelgrdBe den bestimmten Wert 
uberschreitet, insbesondere durch Filter entfemt werden, die in die Einspeisestellen integriert 
beziehungsweise diesen vorgeordnet sind Auch nach dem Einspeisen der Probe kann das derart 
erhaltenen Probenfluid fiber eine bestimmte Zeit gefiltert werden, urn storende Stoffe, die mit der 
Probe oder aus dem Leitungssystem in das Fluid gelangen konnten, zu entfernen. 

Gemass einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens wird das Tragerfluid nach Zugabe eines 
Antikorpers, die zu einem Nachweis oder nicht zu einem Nachweis eines Antigens gefiihrt hat, 
erneut gefiltert, bis ein anderer Antikorper zugegeben wird. Hierdurch konnen zwischenzeitlich in 
das Tragerfluid eingetretene Stoffe, welche die Messung storen konnten, entfemt werden. 
AuBerdem ist es hierdurch moglich, ein nachgewiesenes Reaktionsprodukt aus dem verwendeten 
Fluid zu entfernen, urn eventuelle weitere Komponenten der Probe zu analysieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfehren ist fur vielialtige Anwendungen im Bereich der Wasseranalytik 
(Nachweis von Inhalts- und Schadstoffen), der Lebensmitteltechnologie (Nachweis von 
Mikroorganismen, Inhaltsstoffen) oder bei biologischen oder medizinischen Tests (z. B. Nachweis 
bestimmter DNA- oder RNA-Sequenzen, Bakterien oder von Allergenen (Allergietests)) geeignet 
Weiterhin sind auch Anwendungen im Bereich hydrophiler makromolekulaier Multi-Spacer, 
Branch-DNA-Sonden oder einer quantitativen PCR moglich. Insbesondere kann das 
erfindungsgemaBe Verfehren auch zum Nachweis des infektiosen Prionen-Proteins PrP 80 bei BSE- 
Tests verwendet werden. Da bei dem erfindungsgemaBen Verfehren auBerst geringe Mengen 
dieses Prionen-Proteins nachgewiesen konnen, eignet sich das erfindungsgemaBe Verfehren auch 
fur einen Nachweis des infektiosen Prionen-Proteins PrF 5 * aus Blut 

Daruber hinaus bietet das erfindungsgemaBe Q-MAP-Messverfahren eine schnelle und einfache 
Moglichkeit, das Adsoiptionsveihalten von verschiedenen Proteinen an unterschiedlichen 
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Oberflachen zu testen. Hochpolierte Flachen konnten so zerstorungsfrei auf einen 
"Proteinadsorptionswert" uberpriift werden, wobei Abweichungen vom Sollwert auf einen 
Oberflachendefekt hindeuten. So konnen beispielsweise bei aufgedampften, diinnen 
MetaHoberflachen auf diese Weise Oberflachendefekte einfech und schnell nachgewiesen, werden. 

5 

Weiterhin kann die vollstandige Immobilisierung bestimmter Proteine an der jeweiligen Oberflache 
ebenfalls gepriift werden, was beispielsweise im Bereich der DNA-Analytik und der Biochips- 
Technologie von holier Bedeutung ist. 

10 Eine weitere mogliche Anwendungsmoglichkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens kann darin 
beruhen, dass der Einfluss von Chemikalien auf eine Oberflache bestimmt werden kann. 
Insbesondere kommen beispielsweise Vorher-Nachher-Tests zum Nachweis von Veranderungen 
durch eine Oberflachenbehandlung in Betracht, da eine veratzte Flache eine groBere Oberflache 
als eine nicht veratzte aufweist und somit eine groJBere Menge an Antigen-Material, beispielsweise 

15 Proteinen, an diese Oberflache adsorbierbar ist Hierbei kann beispielsweise die Menge der fiei in 
Losung gebliebenen Proteine bestimmt werden. 

Noch eine andere Anwendungsmoglichkeit beruht darin, dass das erfindungsgetnaBe Verfahren 
ennoglicht, dass die Beschaffenheit auch der inneren Oberflache von Schlauchen und Rohren 
20 getestet werden kann 

Nach Beendigung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen die Antigen-Antikorper- 
Prazipitationen aufgelost werden, beispielsweise mit Proteinase K bei Substanzen die von 
Proteinase K nicht zerstort werden (z.B. Prionen und Substanzen, die keine Aminosauren 
25 enthalten), und weiteren Behandlungs- oder Untersuchungsschritten unterworfen werden 

Bin weiterer wichtiger Vorteil des erfindun^gemaBen Verfahrens ist, wie vorstehend ausfuhrlich 
beschrieben, dass es auch quantitative Erfessungen ennoglicht Daruber hinaus kann das 
Verfahren vollautomatisch ausgefuhrt werden, was zu einer deutlichen Einsparung an 
30 Arbeitskosten fiihrt, so dass somit ein vergleichsweise kostengiinstig ausfiihrbares Verfahren 
bereitgesteUt wird 
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Weiterhin ermoglicht das erfindungsgemaBe Verfahren einen Nachweis von Krankheitserregern 
aus Korperflussigkeiten oder -ausscheidungen, insbesondere Blut, in sehr geringen Mengen. Dies 
stellt einen sehr wichtigen Vorteil dar, da geringe Mengen an Blut, beispielsweise ein kleines 
Bluttropfchen (ca. 10-20 einfach an einer Fingerkuppe oder einem Ohrlappchen mit einem 
Rdhrchen entnommen werden towm, ohne dass hierzu ein Arzt oder eine ausgebildete 
Krankenschwester erforderlich ware. Derartige Tests konnen beispielsweise einfach in einer 
Apotheke oder aber auch in Altersheimen oder RehabilitatioiiseinrichtuBgen vorgenommen 
werden und liefern einfach und schnell eine Aussage daruber ob eine Infektion mit einem 
bestimmten Bakterium vorliegt Von besonderem Vorteil ist, dass sowohl die Probenentnahme, 
als auch die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens mit der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung keine medizinisch ausgebildeten oder hoch qualifizierten Mitarbeiter erfordert 
Alternativ konnen mit einem derartigen Test natiirlich auch andere Substanzen im Blut mit 
spezifischen Antikorpern ermittelt werden, beispielsweise Drogen oder ArzneimitteL 

Wahrend bei handelsublichen Messgeraten das Verhaltnis zwischen Antigen und Antikorper nicht 
mehr als urn den Faktor 2-3 dififerieren darf, sind mit Q-MAP auch dann noch Messungen 
moglich, wenn von dem Idealmischungsverhaltnis zwischen Antigen und Antikorper um den 
Faktor 100 abgewichen wird. (Bei gleich bleibender Antikorperkonzentration wurde die ideale 
Antigenkonzentration auf 1% gesenkt und bis auf 10000% erhoht Das gleiche wurde umgekehrt 
auch bei gleich bleibender Antigenkonzentration durchgefuhrt). Diese interessante Abweichung 
von der ,JHeideIberger-Kurve" im femto- und attomolaren Bereich, die durch die geringeren 
sterischen Behinderungen der Molekiile verursacht wird, macht zeitau^vandige 
Verdiinnungsreihen uberfliissig. 

Insbesondere eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren fur eine Untersuchung von gepoolten 
Proben, was insbesondere fur Untersuchungen von Blutkonserven (beispielsweise hinsichtlich 
HIV oder Hepatitis) und BSE-Testproben von Interesse ist. Mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren konnen etwa 50 Messungen pro Stunde durchgefuhrt werden, was bedeutet, dass bei 
einem 8-10 Stunden Tag mindestens 400 Untersuchungen pro Tag beziehungsweise mehr als 
80.000 Messungen pro Jahr durchgefiihrt werden konnen. Bei 10-100 gepoolten Proben je 
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Messung kann man also 800.000 - 8.000.000 Proben mit nur einem Messgerat pro Jahr 
untersuchen. 

Bei einer Untersuchung von Blutkonserven, konnen beispielsweise 10 verschiedene Antikorper 
5 (gegen 10 verschiedene Rrankheiten) auf einmal zu einer Blutkonserve zugesetzt werden, urn 
festzustellen, ob diese Blutkonserve verwendbar ist Bei einer positiven Reaktion muss die 
Blutkonserve weggeworfen werden, da es egal ist, ob sie beispielsweise mit HIV oder Hepatitis 
verseucht ist. Falls es dariiber hinaus von Interesse ist, welcher Erreger die positiv-Reaktion 
ausgelSst hat, so konnen die Antikoiper einzeln zugegeben werden. Wenn man beispielsweise 100 
10 Blutkonserven poolt und gleichzeitig 10 verschiedene Antikorper verwendet, so konnen mit nur 
einer Messung, die etwa 60 Sekunden daueit, festgestellt werden, ob alle 100 Blulkonserven 
verwendbar sind. 

Bin Test, bei dem eine derart geringe Produktmenge ausreicht, und der eine entsprechend hohe 
15 Empfindlichkeit bis in den femto- oder attomolaren Bereich hin aufweist, ist bislang im Stand der 
Technik nicht bekannt und stellt einen wichtigen Fortschritt dar. 

Dariiber hinaus umfasst die vorliegende Erfindung ein Computerprogramm-Produkt, welches 
Programmcode-Mittel umfasst, die auf einem Computer-lesbaren Medium gespeichert sind, urn 

20 das erfindungsgemaBe Verfahren ausfuhren zu konnen, wenn das Computeiprogramm-Produkt 
auf einem Computer, einer Netzwerk-Vorrichtung oder einer Vorrichtung, insbesondere einer 
analytischen Erfassungsvorrichtung betrieben wild, Weiterhin stellt die vorliegende Erfindung 
auch ein Computerprogramm-Produkt bereit, welches einen Programmcode umfasst und von 
einem Server herunterladbar ist, urn das erfindungsgemaBe Verfahren ausfuhren zu konnen, wenn 

25 das Computeiprogramm-Produkt auf einem Computer, einer Netzwerk-Vorrichtung oder einer 
Vorrichtung, insbesondere einer analytischen Erfassungsvorrichtung (beispielsweise einer in der 
vorliegenden Anmeldung beschrieben Erfassungsvorrichtung) betrieben wircL 

Die vorliegende Erfindung betriffl weiter eine Vorrichtung zum Nachweisen von geringen 
30 Partikelmengen, die auch als Q-MAP (quantitative measurement of attomolar precipitation- 
products) - Vorrichtung bezeichnet wird 
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Eine derartige Vorrichtung umfasst eine Lichtquelle, wobei als Lichtquelle bevorzugt ein Laser 
verwendet wird 

Die Messkammer einer derartigen Vorrichtung sollte aus einem Material hergestellt sein, das im 
wesentlichen keine Partikel abgibt und das einen Durchgang eines Lichtstrahls, insbesondere eines 
LaserstraMs, ennoglicht. Derartige Materialien sind einem Fachmann bekannt. Beispielsweise 
kann die Messkammer aus PTFE (Polytetrafluorethylen) ausgebildet sein. Die Messkammer weist 
ein Volumen von weniger als 100 |il, vorzugsweise von 30 - 50 insbesondere von 40 \il auf. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung weist insbesondere einen Photoempfanger auf, der eine 
einstellbare Signalverstarkung und einen einstellbaren Arbeitspunkt aufweist. 

Der Photoempfanger kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus 
thermischen Detektoren, Photodioden, insbesondere Photoleiterdetektoren, Photovoltaischen 
Detektoren, Lawinendioden, Diodenarrays, Photomultipliern. 

Eine erfindungsgemaBe Erfessungsvorrichtimg ermoglicht insbesondere eine Bestimmung von 
Teilchen zwischen 20 nm und 5 \xm. 

Zusatzlich stellt die vorliegende Erfindung auch einen Kit zum qualitativen und/oder quantitativen 
Nachweis eines bestimmten, nachzuweisenden Partikels bereit, beispielsweise eines Proteins oder 
Hormons, wobei die bestimmten Partikel mindestens zwei Antikorper-Bindestellen aufweisen. Der 
Kit umiasst eine Erfessungsvorrichtung, wie vorstehend beschrieben, mindestens einen 
Antikorper, der spezifisch an das bestimmte Partikel binden kann, und mindestens ein geeignetes 
Fluid zur Aufeahme der Probe. Ein derartiger Kit kann speziell auf die bestimmten Bediirfhisse 
eines Anwenders ausgelegt werden, und enthalt aufeinander abgestimmte Komponenten und eine 
entsprechende Beschreibung fur den Benutzer, der mit diesem Kit erfindungsgemaBe Erfassungen 
sofort und in sehr einfacher Weise durchfuhren kann. Beispielsweise kann ein derartiger Kit auf 
die Bestimmung eines bestimmten Krankheitserregers in einer geringen Menge Bhrt oder auf die 
vorstehend beschriebenen Anwendungen zur Oberflachenuntersuchung verwendet werden. 
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Ausfuhrliche Beschreibung von Figur 3 

Die Erfindung wird nachfblgend anhand der anliegenden, beispielhaften, nicht-einschrankenden 
5 Schemazeichnung einer Anlage zura Durchfuhren des erfindungsgemaBen Verfahrens naher 
erlautert. 

Der Probenwechsler 1 karm sowohl verschiedene Antigenlosungen (z.B. Blutproben), als auch 
unterschiedliche Antikorperlosungen in die jeweiligen MischgefiBe 2 beziehungsweise 3 
10 injizieren, urn eine Probe nacheinander auf verschiedene mogliche Erreger zu untersuchen. Die 
MischgefaBe 2 beziehungsweise 3 far die Antigen- beziehungsweise Antikorperlosungen konnen 
nicht nur zur Verdiinnung der jeweiligen Losungen dienen, sondern auch zum Spiilen der 
Messkammer mit Puffer (PBS) oder Antikorperlosung. 

15 Die Filter 4 sind austauschbar und weisen beispielsweise eine PorengroBe von 200 nm auf. Das 
Ventil 5 kann so geschaltet werden, dass die Losungen einzeln oder gemeinsam in die 
Messkammer 6 fliefien konnen, worm permanent, einfach oder mehrfach stichprobenartig eine 
Erfessung mit der Erfessungsvorrichtung erfolgt. 

20 Die Puope 7 ist z.B. eine ldeine Vakuumpumpe die alle Losungen ansaugt Sie ist mit dem Venlil 
5 koordiniert und pumpt nach erfolgter Messung den Inhalt der Messkammer in das AbfallgefaB 
8. Dieses kann z,B. mit einer desinfizierenden bzw. keimtotenden Flussigkeit versehen sein, urn 
alle moglicherweise gefahrlichen Stoffe sofort unschadlich zu machen. 

25 Falls der eingespeiste Antikorper mit einem Antigen aus der Probe zum einera Antigen- 
Antikorper-Prazipitat reagiert, bilden sich Teilchen mit einer PartikelgroBe, die den bestimmten 
Wert uberschreitet Diese Prazq>itate erzeugen ein Signal, das sich deutlich von den Signalen 
eventuell noch im Tragerfluid voihandener Partikel mit einer PartikelgroBe unterhalb des 
bestimmten Werts unterscheidet. Infolgedessen werden diese Reaktionsprodukte eindeutig durch 

30 die Erfassungsvonichtung nachgewiesen. Aus dem Nachweis ergibt sich, dass ein bestimmter 
StoflF in der Probe enthalten ist und gegebenenfalls kann, gemaB den vorstehend beschriebenen 
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Methoden, auch dessen Gehalt ermittelt werden. 

Falls nach Injektion einer ersten Antikorperlosung die Erfassungsvomchtung keine Partikel 
oberhalb der bestimmten PartikelgroBe nachweist oder weitere nicht mit dem verwendeten 
5 Antikorper eine spezifische Reaktion eingehende Antigene in der Probe vermutet werden, kann 
anschlieBend eine andere Antikorperlosung eingespeist werden. Zuvor konnen gegebenenialls 
nachgewiesene Prazipitate durch Spiilen aus der Messkammer entfernt werden. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der vorliegenden Erfindung. Eine 
10 Einschrankung des Schutzbereichs der vorliegenden Erfindung auf den Gegenstand der Beispiele 
ist jedoch in keinster Weise beabsichtigt. 

Beispiele 

15 Beispiel 1: BSE-Bluttest 

Der Rinderbestand in Deutschland betragt etwa 15 Millionen. 2-3 Millionen BSE-Tests (ELISA 
und Western Blot) werden jahrlich in Deutschland an den Gehirnen von toten Tieren 
durchgefuhrt Ein BSE-Schnelltest (ELISA oder Western Blot) dauert zur Zeit 6-8 Stunden. Mit 
20 dem erfindungsgemaBen Verfehren kann der BSE-Erreger am lebenden Tier mit nur einem 
Tropfen Blut innerhalb von zwei Minuten nachgewiesen werden, die Kosten betragen nur einen 
Bruchteil. 

Beispiel 2: Blutkonserven auf neue Creutafeld-Jakob-Krankfaeit fnCJK^ uberprufen 

25 

Um die Bevolkerung vor dem denkbaren Risiko einer nCJK-tJbertragung iiber das Blut zu 
schutzen, bieten sich verschiedene Mafinahmen an. Der erfolgversprechendste Schritt ware das 
Testen jeder einzelnen Blutspende auf die Infektion, wie bei Hepatitis und Aids. Doch der Erreger 
kommt bei Kranken nur in sehr geringen Mengen vor, Zuverlassige Tests gibt es im Stand der 
30 Technik nicht. 
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Das erfindungsgemaBe Verfehren ist in der Lage, den Erreger im Blut bzw. in Blutprodukten 
nachzuweisen. 

Beis piel 3: Anwendungen in der Lebensmittelindustrie 

5 

Mykotoxine sind hochgiftige Abbauprodukte von bestimmten Pilzen. Mykotoxine sind Haptene 
und sind deshalb mit dem oben beschriebenen Messverfahren qualitativ und quantitativ 
nachweisbar. 

10 Bei Screening-Untersuchungen von beispielsweise ganzen Schiffcladungen von Kaffee, Tee, Mehl 
oder Nussen ist ein qualitativer Test, der in etwa zwei Minuten vor Ort durchgefiihrt werden 
kann, ausreichend. 

Um festzustellen, ob ein Tier illegal mit Hormonen gemastet wurde, muss eine Fleischprobe auf 
15 etwa 15 verschiedene in Frage kommende Hormone untersucht werden. Auch Hormone sind 
Haptene und sind mit dem erfindungsgemaBen Verfehren qualitativ und quantitativ nachweisbar. 
Auch fur beispielsweise Schwangerschaftstests und Schilddrusen-Untersuchungen werden 
ebenfalls Hormontests benotigt 

20 Da groBere Schlachtereien 2000-3000 Rinder pro Monat verarbeiten, sind etwa 50-100 
Stichproben notig, um illegales Masten aufeudecken. Momentan liegt der Preis fur einen 
Honnontest (auf 15 verschiedene Hormone) bei 600 Euro pro Stuck Fleischu Deshalb werden von 
den Fleischereien nur 5-10 Stichproben pro Monat durchgefiihrt, was viel zu wenig ist, um ein 
illegales Masten aufeuspiiren. Bei Gesprachen mit GroBschlachtereien wurde ein Interesse an 

25 einer lOfach groBeren Anzahl preiswerterer Tests (fur ca. 60-70 Euro pro Stuck Fleisch) auf 
Basis des erfindungsgemaBen Verfahrens signalisiert Die herkommlichen Hormontests erreichen 
diesen Preis keinesfalls. 

Beispiel 4: Nachweis von Pflanzenschutzmitteln 

30 

Tubulin-Monomere sind einzelne kleine EiweiBkugelchen, die dutch eine Reaktion mit dem 
Energietrager GTP zu langen Ketten wachsen. Hemmstoffe und andere Toxine behindern 
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beziehungsweise verhindern dieses Kettenwachstum. Einzelne Ketten verschlingen sich zu 
tauartigen Strukturen, sog. Protofilamente. Diese Protofilamente verbinden sich ihrerseits zu 
Mikrotubuli, die eine entscheidende Rolle bei der Zellteilung spielen, Durch die Hinderung der 
Monomere zur Kettenbildung beeinflusst man die Zellteilung und totet den Schadling. 

i 

Umgekehrt bietet dieses Verfehren auch die Moglichkeit, Riickstande von Pflanzenschutzmitteln 
in Lebensmitteln aufzuspuren und so einen erhohten Verbraucherschutz zu gewahrleisten. Mit 
dem erfindungsgemaBen Verfehren kann man das oben beschriebene Kettenwachstum bzw. das 
Verhindern desselben direkt messen. 
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Anspriiche 

1. Verfahren zum Nachweisen von geringen Partikelmengen durch Erfessung von Antigen- 
Antikorper-Prazipitaten, welches umfesst: 

Bereitstellen eines Probenfluids, das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten 
maximalen PartikelgroBe enthalt, wobei die Partikel mindestens zwei Antikorper- 
Bindestellen aufweisen; 

Bereitstellen eines Antikorper enthaltenden Fluids, das im wesentlichen Partikel einer 
bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt; 

Kontaktieren des Probenfluids mit dem Antikorper enthaltenden Fluid, wobei ein 
Reaktionsfluid erhalten wird, wobei der Antikorper in Gegenwart eines Partikels mit 
mindestens zwei Antikorper-BindesteUen ein Antigen-Antikorper-Prazipitat bilden kann; 
Fuhren eines Lichtstrahls durch das Reaktionsfluid; 

Erfassen eines Signals mittels einer Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grenze des 
Lichtkegels, der beim Durchgang des vom Laser erzeugten Lichts durch die das 
Reaktionsfluid enthaltende Messkammer entsteht, durch einen Photoempfanger, wobei die 
Signalstarke von der Grofie und Zahl der gebildeten Antigen- Antikorper-Prazipitate 
abhangig ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Probenfluid Partikel in der GroJJenordnung von 
femto- oder atto-Gramm pro Liter enthalt. 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei der Schritt des Bereitstellens 
eines Probenfluids, das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximalen 
PartikelgroBe enthalt, umfesst 

a) Bereitstellen eines Fluids, 

Zufuhren einer Probe zu dem Fluid, und 

Abtrennen von Partikeln, die eine bestimmte PartikelgroBe uberschreiten zur 
Gewinnung eines Probenfluids, das im wesentlichen lediglich Partikel mit einer 
bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt, oder 

b) Bereitstellen eines Fluids, das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten 
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maximalen PartikelgroBe enthalt, und 

Zufuhren einer Probe zu dem Fluid, die im wesentlichen Partikel mit einer 
bestimmten maximalen PartikelgroBe enthalt zur Gewinnung eines Probenfluids, 
das im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximalen Partikelgrofie 
5 enthalt 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die Abtrennung der Partikel mit 
einer GroBe oberhalb der bestimmten maximalen Partikelgrofie durch Filtration erfolgt, 
wobei der Filter vorzugsweise eine PorengroBe von 20 - 450 nm, bevorzugter von 100 - 
1 0 300 nm, insbesondere von 200 nm aufweist. 



5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei als Antikorper mindestens zwei 
monoWonale Antikorper oder ein polyklonaler Antikorper eingesetzt werden. 

15 6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der Antikorper ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus Immunglobulin G oder Immunglobulin M. . 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei das Verfahren eine quantitative 
oder halb-quantitative Erfossung der Partikelmenge ermoglicht 

20 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei bei konstanter 
Antikorpericonzentration die Abnahme des MeBsignals im direkten Zusammenhang mit der 
Antigenkonzentration steht 

25 9. Computerprogramm-Produkt, welches Programmcode-Mittel umfesst, die auf einem 
Computer-lesbaren Medium gespeichert sind, zur Ausfuhrung des Verfehrens nach einem 
der Anspruche 1 bis 8, wenn das Computerprogramm-Produkt auf einem Computer, einer 
Netzwerk-Vorrichtung oder einer Vorrichtung, insbesondere einer analytischen 
Erfessungsvorrichtung laufL 

30 
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10. Computerprogramm-Produkt, welches einen Programmcode umfasst und von einem 
Server herunterladbar ist, zur Ausfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
8, wenn das Computerprogramm-Produkt auf einem Computer, einer Netzwerk- 
Vorrichtung oder einer Vorrichtung, insbesondere einer analytischen 
Erfessungsvorrichtung lauft. 

1 1 . Vorrichtung zur Erfassung von geringen Partikelmengen, welche umfasst: 
einen Laser, 

eine Messkammer, und 

einen Photoempfanger, der zur Durchfiihrung einer Extinktionsmessung an der Hell- 
Dunkel-Grenze des Lichtkegels ausgelegt ist, der bei Durchgang des vom Laser erzeugten 
Lichts durch die Partikel in einem Fluid enthaltende Messkammer entsteht, 
wobei der Photoempfanger eine einstellbare Signalverstarkung und einen einstellbaren 
Arbeitspunkt aufweist 

12. Kit zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis eines bestimmten, nachzuweisenden 
Partikels, wobei das bestimmte Partikel mindestens zwei Antikoiper-Bindestellen aufweist, 
wobei der Kit umfesst: 

mindestens einen Antikotper, der spezifisch an das bestimmte Partikel binden kann, und 

mindestens ein geeignetes Fluid zur Aufhahme der Probe, und 

eine Vorrichtung zur Erfassung geringer Partikelmengen, welche aufweist 

einen Laser, 

eine Messkammer, und 

einen Photoempfanger, der zur Durchfiihrung einer Extinktionsmessung an der Hell- 
Durikel-Grenze des Lichtkegels ausgelegt ist, der bei Durchgang des vom Laser erzeugten 
Lichts durch die Partikel in einem Fluid enthaltende Messkammer entsteht 
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